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LISTADO DE ABREVIATURAS

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNc: ADN complementario

Ag: antigeno

ARN: acido ribonucleico

BCR: receptor de linfocitos B

CTLs: células T citotoxicas

Cks: citocinas

dNTPs: desoxinucledsidos trifosfato

ELISA: ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
Ig: inmunoglobulina

IgM: inmunoglobulina M

IgT:inmunoglobulina T

IL: interleucina

MHC: complejo mayor de histocompatibilidad

NK: células natural killer

PAMPs: patrones moleculares asociados a patégenos
PBS: tampdn fosfato salino

PRRs: receptores de reconocimiento de patrones

Pv: post-vacunacion

gPRC: reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa
rpm: revoluciones por minuto

TBS: solucién salina tamponada con tris

T1TBS: TBS+ 0,2 % de Tween 20

T,TBS: TBS + 0,05 % de Tween 20

Th: linfocitos T colaboradores (T helper)

TNFa: factor de necrosis tumoral alfa

v:v: volumen-volumen



RESUMEN

Philasterides dicentrarchi es el principal agente etioldgico de la escuticociliatosis, una
enfermedad que causa importantes mortalidades en la acuicultura del rodaballo. Con
relacién a esto, ha aumentado el interés en conocer los mecanismos de defensa frente
a este parasito y desarrollar vacunas eficaces para la prevencion de esta enfermedad.
Los peces teledsteos, como es el caso del rodaballo, tienen un sistema inmunitario que
participa en la inmunidad innata y adquirida. En esta ultima participan 3 tipos de
inmunoglobulinas I1gM, 1gD e IgT; la primera con una funcidon importante en la
inmunidad sistémica, mientras que a la IgT se le atribuye una funcién especial en la
inmunidad de las mucosas. Estudios previos han demostrado que una vacuna
administrada por inyeccidon genera proteccién en rodaballo contra P. dicentrarchi,
aunque esta vacuna provoca efectos secundarios en el pez, por lo que resulta
interesante buscar una alternativa a este método de vacunacién. En este trabajo se
evalué la actividad parasiticida del suero y del moco intestinal de rodaballos
inmunizados con una vacuna administrada por inmersién que se compone de un
adyuvante comercial y de antigeno entero inactivado de P. dicentrarchi. Adema3s, se
determind el nivel de anticuerpos IgM e IgT especificos presentes en el sueroy en el
moco de rodaballos inmunizados mediante un ELISA doble indirecto, y se analizé la
expresion génica mediante gqPCR en rifién, branquias, piel e intestino de
inmunoglobulinas y otros genes relacionados con la respuesta inmunitaria tanto innata
como adquirida. Nuestros resultados evidencian una estimulacién importante a nivel
de las branquias y del intestino, lo que sugiere una respuesta protectora sobre a todo a
nivel de las mucosas. En futuros trabajos seria interesante realizar infecciones
experimentales con Philasterides dicentrarchi para evaluar la proteccién generada en
rodaballo por este método de vacunacion.
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1. INTRODUCCION

1.1. La acuiculturay el rodaballo

La acuicultura es el sector productor que mds ha crecido en los ultimos afios y su
rendimiento ha superado al de la pesca salvaje (FAO 2020).

El rodaballo es una especie de gran importancia en la acuicultura, su produccién se
sita en un 90% del total comercializado mientras que sélo el 10 % restante procede
de la pesca extractiva. China es la mayor productora a nivel mundial pero el principal
pais productor a nivel europeo es Espaifia. En 2019, la produccion acuicola en Espafia
fue de 8258 toneladas (un 10,8% mas que la del afio anterior) y la produccion de
juveniles fue de 7.030.150 unidades, siendo Galicia la Unica comunidad auténoma
productora de rodaballo y la total productora de juveniles de esta especie (APROMAR
2020).

1.2. Biologia y cultivo del rodaballo

El rodaballo, (Scophthalmus maximus), es una especie de teledsteo marino que
pertenece al orden de los Pleuronectiformes y a la familia Scophthalmidae,
ampliamente distribuida por el Atldntico Norte, incluido el Mar Baltico, el Mar
Mediterraneo y el Mar Negro (Nelson et al. 2016). Se trata de un pez plano que
presenta el cuerpo redondeado y asimétrico y los ojos situados sobre el lado izquierdo.
Carece de escamas, aunque en su lugar presenta unas protuberancias dseas repartidas
irregularmente por su parte dorsal y muestra una coloracion mimética que le permite
camuflarse en el fondo. Es una especie bentdnica que habita en los fondos de arena y
fango y carnivora, alimentdndose los juveniles de crustdceos y moluscos y los adultos
principalmente de peces y cefaldpodos. Se mueve poco durante el dia y captura a sus
presas durante la noche (Rodriguez Villanueva 2011).

Actualmente, la mayor parte del cultivo de rodaballo tiene lugar en tanques en tierra,
donde se controlan tanto los parametros fisicoquimicos como la alimentacién, y uno
de los elementos clave para el correcto desarrollo de este cultivo es la renovacién
continua del agua (MAPA 2019).

1.3. Problemas y enfermedades

Al inicio de su cultivo, el rodaballo sufrié principalmente enfermedades de etiologia
bacteriana, fundamentalmente la vibriosis. A medida que se ha intensificado su cultivo
surgieron mas problemas patoldgicos y actualmente existen patologias bacterianas
controladas con programas de vacunacién, pero han aparecido otras mas dificiles de
controlar como son las asociadas a parasitos (Rodriguez Villanueva 2011).

Entre las enfermedades principales de origen parasitario que afectan al rodaballo se
encuentran: la microesporidiosis producida por Tetramicra brevifilum (Lom y Dykova
1992), la amebiasis branquial producida por Paramoeba sp. (Dykova et al. 1998), la



escuticociliatosis producida por Philasterides dicentrarchi (Iglesias et al. 2001; Lamas
and Leiro 2020) y la enteromixosis producida por Enteromyxum scophthalmi
(Palenzuela et al. 2002).

1.3.1. Escuticociliatosis en el rodaballo

Philasterides dicentrarchi (Ciliophora, Scuticociliatia) es el principal agente etioldgico
de la escuticociliatosis, una enfermedad que causa una elevada mortalidad en los
peces de cultivo provocando grandes pérdidas econdmicas. Se trata de un protozoo de
vida libre que bajo determinadas condiciones puede actuar como un patégeno
histiéfago, muy virulento para los peces planos de cultivo y que se ha convertido en
uno de los problemas parasitarios mas importantes en el cultivo de rodaballo (Lamas
and Leiro 2020).

La via natural de infeccién de P. dicentrarchi es probablemente a través de lesiones en
branquias, opérculos y/o piel, y que debido a su capacidad para penetrar y propagarse
por los érganos de los peces puede inducir infecciones sistémicas graves en el
rodaballo (Parama et al. 2003). Aunque los factores de virulencia no son todavia bien
conocidos, se ha demostrado que el parasito ataca al pez mediante la liberacion de
proteasas; estas pueden reducir la inmunidad normal del pez al inactivar proteinas
involucradas en la defensa como pueden ser anticuerpos o proteinas del sistema de
complemento (Piazzon et al. 2011). La sintomatologia de la enfermedad se manifiesta
mediante ulceraciones cutaneas, oscurecimiento de la piel, alteracién de la natacidn,
exoftalmia y distensién abdominal por acumulacién de liquido ascitico en la cavidad
del cuerpo (lglesias et al. 2001).

1.4. Respuesta inmunitaria en rodaballo

El sistema inmunitario de vertebrados se suele dividir en innato y adquirido, aunque
ambos actlan conjuntamente en la defensa del organismo. El sistema inmunitario
innato esta bien conservado en vertebrados, con elementos celulares y humorales
comunes, mientras que el adquirido presenta diferencias importantes en el grupo de
los agnatos, en el que se encuentran laslampreas.

1.4.1. Mecanismos de defensa inespecificos

El sistema inmunitario innato protege al organismo frente a los patdégenos sin que haya
un contacto previo, siendo el primero en actuar. Consta de barreras fisicas (superficies
mucosas, piel y branquias), la defensa celular formada por células fagociticas
(neutrdfilos, monocitos/macrofagos), células citotdxicas inespecificas y células
dendriticas, y defensa humoral asociada a moléculas solubles (Magnadéttir 2006). El
sistema inmunitario de la mucosa de los peces tiene la capacidad de servir como
mecanismo de defensa de primera linea contra la invasion microbiana, ademas de
responder a la vacunacion secretando sustancias Utiles para la defensa y anticuerpos
como IgM e IgT (Munang’andu et al. 2015).



El inicio de la respuesta inmunitaria innata se produce con el reconocimiento de
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPs) por parte de receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs). Se han caracterizado en peces una serie de PRRs,
principalmente receptores tipo Toll (TLR), y se conocen algunas moléculas capaces de
funcionar como PAMPs para algunos parasitos de peces. La interaccion de los PAMPs
con los PRRs da como resultado la activacion celular y la liberaciéon de citocinas
proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) y moléculas antimicrobianas (Pasare and
Medzhitov 2004; Medzhitov 2007).

1.4.2. Mecanismos de defensa especificos

El sistema inmunitario adquirido desencadena una respuesta especifica frente a un
antigeno determinado a la vez que genera una memoria inmunolégica. Consta de
inmunidad celular formada por linfocitos T colaboradores (Th) y linfocitos T citotdxicos
(CTLs), e inmunidad humoral, asociada a la produccion de inmunoglobulinas por los
linfocitos B.

Las células T presentan un receptor de células T (TCR) que reconoce al antigeno
procesado y presentado por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) y envia
sefiales al linfocito T para que se active. El MHCI es la molécula clave para presentar
antigenos intracelulares a los linfocitos T citotéxicos-CD8+, y el MHCII presenta
antigenos que proceden de fuera de la célula a los linfocitos T colaboradores-CD4+ e
inician una respuesta inmunitaria adaptativa (Nakanishi et al. 2015;Soleto et al. 2019).
Por lo tanto, segun su funcién existen dos tipos de células T, los linfocitos T citotdxicos
(CTLs) que estan implicados en matar células infectadas por virus y tumorales y los
linfocitos T colaboradores (Th), que en peces pueden dividirse en Thl, Th2 y Thl7 y se
diferencian entre otras actividades en las citocinas que producen. Thl actlan
activando macrofagos, potencian la presentacion de Ag e inducen la activacion de
células T, los Th2, mejoran la producciéon de anticuerpos (Romagnani 1999; Zou et al.
2005) y los Th17 estan implicados en el control de la proteccion frente a patégenos
extracelularesy en las respuestas autoinmunes (Fischer et al. 2013).

Las inmunoglobulinas son glicoproteinas de reconocimiento altamente especializadas
que pueden reconocer diferentes antigenos en organismos causantes de
enfermedades y atraer otras células y moléculas para destruir estos patégenos. Se
expresan en la superficie de las células B (forma de membrana) como receptores de
células B (BCR) o en forma soluble en fluidos corporales (plasma, moco...)(Salinas et al.
2011). En teledsteos, se han identificado hasta el momento 3 tipos de
inmunoglobulinas denominadas IgM, IgD e IgT (Parra et al 2013; Bilal etal 2021). IgM e
IgD se consideran las mas primitivas, posteriormente se describio IgT en trucha arcoiris
(Hansen et al. 2005) y en pez cebra (Danilova et al. 2005), llamada IgZ. La IgM es
dominante en todos los érganos y tejidos relacionados con el sistema inmunitario,
constituyendo una molécula clave en las respuestas inmunitarias tanto sistémicas
como mucosas de los teledsteos (Piazzon et al. 2016). La IgT es una inmunoglobulina
que juega un papel clave en las respuestas inmunitarias en el intestino ( Zhang et al.
2010) en la piel (Xu et al. 2013) y en las branquias (Xu et al. 2016). Inicialmente se le
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atribuyd un papel exclusivamente en las respuestas inmunitarias de la mucosa
intestinal debido a que la relacion IgT/IgM fue mucho mayor en la mucosidad intestinal
en comparacion con el suero (Zhang et al. 2010), pero estudios posteriores han
demostrado que IgT también tiene un papel en las respuestas inmunitarias sistémicas
(Castro et al. 2013). La inmunoglobulina IgD se ha encontrado en todas las especies de
teledsteos examinadas (Salinas et al. 2021). Con respecto a su papel en la inmunidad,
se describid que la IgD secretada cubre una porcidén significativa de la microbiota de las
branquias de los peces (Xu et al. 2016) o del intestino (Perdiguero et al. 2019), aunque
menor que la de IgM o IgT. Sin embargo, otros estudios revelaron ausencia de niveles
especificos de IgD en el suero y el moco de la trucha en respuesta a una infeccién
bacteriana (Zhang et al. 2021). De todas formas, aunque el papel en la defensa del
huésped todavia no estd claro, es posible que la IgD juegue un papel en la regulacion
homeostatica de la microbiota de los peces (Perdiguero et al. 2019).

1.4.3. Relacidon entre el sistema inmunitario innato y el sistema inmunitario
adquirido

El sistema inmunitario innato y adquirido estan fuertemente interrelacionados.
Cuando se detecta cualquier sefial de peligro se desencadena una respuesta
inmunitaria innata, esta sefal es clave para la posterior respuesta de los mecanismos
de inmunidad especificos (Cooper and Alder 2006). Las citocinas constituyen un amplio
grupo de proteinas solubles de bajo peso molecular que son secretadas permitiendo la
interaccion principalmente entre células del sistema inmunitario (Secombes et al.
2011), ejercen su accidn porgue son liberadas por una célula activada y recibidas por
otra célula a través de receptores especificos que van a mediar los mecanismos de
transduccion celular. Por lo tanto, atendiendo a su funcién fisiolégica o tipo de
respuesta que inducen podemos clasificarlas como: interleucinas (IL), interferones
(IFN), factores de necrosis tumoral (TNF) y quimiocinas (CC), entre otras.

Las interleucinas son aquellas citocinas que se encargan de la relacion entre leucocitos
y tienen funciones tanto inflamatorias como promotoras de la inmunidad innata o
adaptativa. Las interleucinas IL-1B, IL-6 e IL-18 son importantes mediadores de la
inflamacién (Zou and Secombes 2016). Entre las citocinas implicadas en respuestas
adaptativas tenemos las interleucinas IL-4, que son citocinas que participan en
respuestas Th2 (Li et al. 2007) y por tanto ayudan en la respuesta humoral
promoviendo la sintesis de inmunoglobulinas en los linfocitos B y la interleucina IL-12,
son citocinas que participan en respuestas Thl e influyen en la produccion del [FN-y
por parte de las células T-CD8+ (Henry et al. 2008).

El factor de necrosis tumoral a (TNF-a) es una citocina proinflamatoria expresada por
macrofagos vy linfocitos activados que juega un papel importante en la regulacion de la
inflamacién como respuesta del huésped a una exposicion patégena. Ademas induce
otras respuestas como necrosis, apoptosis o la regulacién de células inmunitarias
(Rahman and McFadden 2006; Hong et al. 2013).



Los interferones son citocinas que juegan un papel importante en la defensa, en peces
se han descrito dos tipos: el interferdn tipo | que participa en respuestas asociadas a
virus y el interferdn tipo Il, que incluye el IFN-y que actla activando macrofagos para
matar microrganismos intracelulares y que promueve por tanto, una actividad
fagocitica mayor (Zou et al. 2005).

Las quimiocinas son citocinas quimiotacticas (atraen células), en respuesta a una
exposicidn patdgena regulan las respuestas inmunitarias al promover la migracién de
leucocitos. También desempefian un papel clave en la respuesta inmunitaria innata y
adaptativa mediante el reclutamiento de neutréfilos, monocitos/macrofagos y células
asesinas naturales (NK) (Esche et al. 2005). Una quimiocina importante en teledsteos
es la CXCL8 (también Illamada interleucina 8 o IL-8) que tiene un papel clave en la
migracion de neutrdfilos al sitio de inflamacidn (de Oliveira et al. 2013; Havixbeck and
Barreda 2015).

1.5. Vacunacion

El objetivo general de la vacunacién en la acuicultura es reducir las pérdidas asociadas
a enfermedades.

La vacunacion de los peces se puede realizar por varias vias, incluidas las vacunas por
inyeccion, las vacunas por inmersién o bafio y las vacunas orales (Lillehaug 2014). En
general, el método de vacunacién por inyeccién tiene mayor duracién y eficacia,
aunque aumenta el estrés de los peces y puede no ser adecuado para peces pequefios.
Sin embargo, la vacunacion por inmersién tiene un atractivo en acuicultura porque es
mas facil de aplicar, menos invasivo y reduce el estrés de la manipulacion. Este tipo de
vacuna puede estimular todos los MALT (tejido linfoide asociado a mucosas) externos
pero requiere un uso de altas cantidades de vacuna (Brudeseth et al. 2013; Makesh et
al. 2015).

La vacunacién por inmersion es un método que expone las superficies de los peces
(branquias, piel y tracto digestivo) a la vacuna diluida y es en estas superficies donde
se produce la captacion del antigeno. La vacuna generalmente se diluye 1:10 (v:v) y el
pez se sumerge en el agua. Los tiempos de exposicién pueden ser bafios cortos que
duran de 30 a 60 segundos en soluciones de vacunas concentradas, o bafios mas
largos, mas de un minuto en bafios mas diluidos (Lillehaug 2014).

En el caso particular de la escuticociliatosis, se ha demostrado que este ciliado expresa
algunos antigenos de superficie que mediante una infeccidon natural o por medio de
protocolos de inmunizacién pueden inducir proteccién en el rodaballo mediante la
produccidon de anticuerpos contra estos antigenos (Iglesias et al. 2003). Ademas, se
sabe que es posible aumentar la resistencia del rodaballo a P. dicentrarchi inyectando
por via intraperitoneal una vacuna que contiene antigeno y adyuvante (Lamas et al.
2008; Sanmartin et al. 2008), indicando asi la importancia del uso del adyuvante en
vacunas para aumentar la respuesta inmunitaria frente al antigeno y prolongarla en el
tiempo (Tafalla et al. 2013), asi como la posibilidad de evitar infecciones naturales.



A pesar de que existen vacunas que inducen proteccién en rodaballo frente a P.
dicentrarchi administradas mediante inyeccién intraperitoneal (Lamas et al. 2008),
estas vacunas suelen causar dafios importantes en la cavidad y afectar al crecimiento
de los peces (Noia et al. 2014), por lo que parece interesante buscar otros métodos de
administracién alternativos. En este estudio se ha testado una vacuna administrada
por inmersion, utilizando un adyuvante comercial, para evaluar la respuesta
inmunitaria generada en rodaballo, abriendo perspectivas para el desarrollo de
estudios posteriores destinados a estimar la proteccidn generada utilizando esta via de
vacunacion.

2. OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo es analizar la respuesta inmunitaria generada en el
rodaballo por una vacuna administrada por inmersidon que contiene un adyuvante
comercial y antigeno entero inactivado de P. dicentrarchi. Para ello, se analizara la
actividad parasiticida en el suero y en el moco del rodaballo, se determinara el nivel de
IgM e IgT especificas en suero y en moco, y se analizard la expresion génica de genes
relacionados con el sistema inmunitario en diferentes érganos mediante qPCR.

3. MATERIALY METODOS

3.1. Animales de experimentacidén

Los rodaballos (Scophthalmus maximus (L.)), de aproximadamente 40-60 g de peso,
fueron aclimatados a las condiciones del acuario de la Universidad de Santiago de
Compostela, donde se mantuvieron en tanques de 250 L con recirculacion de agua de
mar aireada a 16 °C y alimentandose diariamente con piensos comerciales. Los peces
se anestesiaron por inmersién en una disolucién de 100 mg/l de metanosulfonato de
tricaina (MS-222) (Sigma-Aldrich) en agua de mar. Una vez extraida la sangre, los peces
fueron sacrificados por decapitacion.

3.2. Parasitos

Para producir un gran numero de ciliados para el desarrollo de la vacuna, los parasitos
se cultivaron a 20 °C en matraces Erlenmeyer de 1 L que contenian 150 ml de medio L-
15 y extracto de higado de rodaballo. Posteriormente, se concentraron por
centrifugacion a una concentracién de 107 ciliados por mly se lisaron por ultrasonidos.

3.3. Vacunacion de peces

Los rodaballos fueron vacunados por inmersion dos veces, con 15 dias de diferencia,
con una mezcla 1:1 (viv) de adyuvante (Montanide™ IMS 1312 VG; Seppic, Paris,
Francia) y de ciliado lisado por ultrasonidos (100 ml con 10’ ciliados/ml| en PBS). Para
ello, primeramente se procedié a mezclar el adyuvante y el antigeno (1:1, v:v); la
mezcla se agitd vigorosamente utilizando un agitador y se dejé reposar durante una



hora antes de su uso. Posteriormente, la mezcla (200 ml) se diluyé en dos litros de
agua de mar y se llevé a cabo la vacunacion por inmersion:

a) Grupo 1: 2 minutos y medio (Vac 2,5). 10 peces

b) Grupo 2: 5 minutos (Vac5). 10 peces

c) Grupo 3: Los peces control fueron manipulados (10 peces) de la misma manera,
pero utilizando sélo agua de mar en la inmersion.

3.4. Toma de muestras

Quince dias después de la segunda inmersidn se extrajo la sangre mediante puncién de
la vena caudal y se dejo coagular durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se
centrifugd a 10000 rpm durante 10 min y se recogié el suero. El suero se diluyo en
glicerol 1:1 (v:v) y se almacend a -20 °C hasta su uso. Posteriormente, se extrajeron los
organos (branquias, bazo, piel, intestino y rifidn) para expresién génica y se guardaron
en un congelador a -80 °C.

Se obtuvieron también muestras de moco intestinal. Para ello, se abrio el intestino y se
retiraron las heces mediante un lavado suave con PBS frio y posteriormente se extrajo
el moco afiadiendo mas PBS y realizando un raspado suave del liquido generado con
una espatula de laboratorio conteniendo una microcuchara. Este liquido se recogidé en
un eppendorf, que se centrifugd a 10000 rpm durante 10 min a 4 °C. El sobrenadante

obtenido se diluyé en glicerol 1:1 (v:v) y se guardd a -20 °C hasta su uso.

3.5. Determinacion de la actividad parasiticida del suero y del moco

Los ensayos para determinar la actividad parasiticida del suero, las muestras de sueros
se diluyeron en medio L-15 (diluciones 1/2, desde 1/2 hasta 1/48) y se afadieron a
placas de 96 pocillos (25 ul por pocillo). Los ciliados se lavaron utilizando medio L-15 y
se afiadieron a los pocillos (25 pl, 1x103 ciliados/pocillo). Tras 24 h de incubacidn, se
determiné para cada muestra la maxima diluciéon de suero que mataba a todos los
ciliados.

Para determinar la actividad parasiticida del moco, se incubaron 25 ul de las muestras
de moco (concentracion final 1/4) con 25 pl de ciliados (1x103 ciliados/pocillo) en
placas de 96 pocillos a 20 °C. Tras 30 y 60 min de incubacién, se determind la
viabilidad al microscopio invertido.

3.6. Determinacidon del nivel de anticuerpos especificos mediante ELISA en suero y
moco

El nivel de IgM e IgT especificas contra P. dicentrarchi tras la administracién de la
vacuna fue evaluado mediante ELISA doble indirecto. Se utilizaron microplacas de
fondo plano de 96 pocillos (Thermo Scientific™) que se tapizaron con 100 ul de
antigeno de membrana soluble (cepa S6.1) en tampdn de acoplamiento y se incubaron
toda la noche a 4 °C. Al dia siguiente, |la placa se lavé dos veces con tampdn tris salino
(TBS) (50 mM Tris, 0,15 M NaCl, pH 7,4) y se bloqued con TBS con 0,2% de Tween 20



(T1TBS) + 5% de leche en polvo desnatada durante 2h a T2 ambiente. Posteriormente,
se anadieron 100 pl por pocillo de suero de rodaballo y 100 ul por pocillo de moco de
rodaballo respectivamente, diluidos ambos en TiTBS con 1% de leche en polvo
desnatada y se dejaron a 4 °C durante toda la noche. Después, se realizaron 5 lavados
con 200 pl por pocillo de TBS con 0,05% de Tween 20 (T2TBS).

Para la deteccion de las IgM especificas, se anadieron 100 ul por pocillo de una
dilucién 1:500 de anti-IgM de rodaballo hecha en ratén (UR3) en T1TBS + 1% de leche
desnatada y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente. Para la deteccion de las
IgT especificas, se afiadieron 100 pl por pocillo de una diluciéon 1:500 de anti-IgT de
rodaballo hecho en conejo en T1TBS + 1% de leche desnatada y se incubé durante 1h a
temperatura ambiente. Después, se realizaron 5 lavados con 200 ul por pocillo de
T.TBS.

A su vez, para detectar estos anticuerpos, se afiadieron 100 pl por pocillo de una
dilucion 1:1000 de anticuerpo de conejo antiratén IgG en T1TBS + 1% de leche
desnatada, marcado con peroxidasa (DAKO). Para detectar IgT, se anadieron 100 pl de
una dilucion 1:1000 de anticuerpo de cerdo anticonejo IgG (DAKO) marcado con
peroxidasa en T1TBS + 1% de leche desnatada. Después, se realizaron 5 lavados con
200 ul por pocillo de T>TBS. La peroxidasa que llevan conjugada permite su
cuantificacion por medio de una reaccion colorimétrica.

Finalmente, las muestras se incubaron con TMB (Sigma-Aldrich) durante 20 min
mostrando la aparicion de un color amarillo de intensidad variable en funcién del nivel
de anticuerpos presentes en el pocillo y la reacciéon se detuvo afiadiendo 100 ul por
pocillo de H2S04 0,18 M. Las placas se leyeron a 450 nm con lector automatico de
placas (BioTek®).

3.7. Extraccion de ARN y sintesis de ADN complementario

El ARN se extrajo con TRI Reagent® (Sigma-Aldrich), de acuerdo con las instrucciones
del fabricante. EI ARN resultante se sec6, se resuspendié en agua libre de ARNasas y se
cuantificé en un espectrofotometro NanoVue Plus (Biochrom™). Para eliminar la
posible contaminaciéon con ADN gendmico, el ARN total se tratd con ADNasa | (Thermo
Scientific) en tampdn de reaccién y se incubd durante 30 min a 37 °C. Posteriormente,
se elimind la ADNasa | mediante el DNasa removal reagent (Thermo Scientific).

La sintesis del ADNc se realizé con 20 ng/uL de hexameros aleatorios (Nzytech), 0,5
mM de cada nucledsido trifosfato (ANTP; Nzytech), 20 U de inhibidor de ribonucleasas
(Nzytech), 200 U de transcriptasa inversa M-MuLV (Nzytech) en tampdn de reaccion
(50 mM Tris-HCI, 75 mM KCIl, 3 mM MgCI2, 0,1 mM EDTA, 10 mM DTT, pH 8,3)

(Nzytech), y 1 ug de la muestra de ARN.

Los parametros del termociclador fueron: hibridacién de hexdmeros durante 10 min a
25 °C, transcripcion reversa durante 50 min a 37 °C e inactivacion de la reaccion
durante 15 mina 70 °C.



3.8. Cuantificacion de la expresidon génica en 6rganos de rodaballo mediante PCR
cuantitativa en tiempo real (qPCR)

La amplificacion del ADNc se llevé a cabo con la mezcla de reacciéon para gPCR
(Nzytech) y 0,3 uM de cada cebador especifico (Tabla 1).

Las mezclas se incubaron durante 5 mina 95 °C, seguido de 35 ciclos de incubacién (15
sa95°C,30sa60°Cy30sa72°C)yunciclode disociacion en 0,05s a 95 °C, 0,05 s a
55 °C y 0,05 s a 95 °C. Todas las incubaciones de la PCR en tiempo real se llevaron a
cabo en un termociclador CFX Connect™ Real- Time System (Bio-Rad). La expresion
normalizada de los genes se determiné mediante el método CT comparativo utilizando
como gen control constitutivo el el-alpha en todas las RT-qPCR.

Tabla 1.- Secuencias especificas de cebadores para la gPCR. eefla: factor de elongacion eucariotico 1o;
igd: inmunoglobulina D; migm: inmunoglobulina M (forma de membrana); migt: inmunoglobulina T
(forma de membrana); mhcii: molécula de histocompatibilidad de tipo 2; sigm: inmunoglobulina M
(forma secretada); sigt: inmunoglobulina T (forma secretada); tnfa (factor de necrosis tumoral a); il16
(interleucina 1B); il4a (interleucina 4A); il4b (interleucina 4B); il8 (interleucina 8); il12b (interleucina
12B).

Gen Secuencia (5'>3') Directo Secuencia (5'=>3') Reverso

eefla GGAGGCCAGCTCAAAGATGG ACAGTTCCAATACCGCCGATTT

igd AGTAAACCTTCGGCCACCTT CTCTTGCTTTTGTGGGGTTC

ile CACACAAACACAACTCCTCCTC TGTTGCTCCACATCTCGCTC

il4a ACACAATTCAACCTGCACCA CAATCGGTCAGGCTTTTCAT

il4b CCCTCCATGACAACACCACT TTTTGCTCCTGCAAAACACA

il8 TGCCGCTGCATCGAGACAGA ATGACTCTCTTCACCCACGG

il12b GTGAGAGGGAGTGCGACAG GCTGAGGAGGAGGAGAATCA

migm AGGGTGCTGTATGAAAGGACTACTGAAATC AGAGTGATGAGGAAGAGAAGGATGAAGGT
migt CTGAGCTGCACAGAAGATGCCATTGAA AGAAATATGAAGGAGGAGGTTGTGGACCA
mbhcii TCGCTTGTGTCCTCAGTGTC TGTTGACGAGGTCAGCAAAC

sigm TTTCGTGTCTTGGCTTGTTG TACCCAGTGGATCGGACAAT

sigt GCCTGCTGGCAGCAATAATTCC CTATTTACATTCAAGGGCGTAACCCATACC
tnfa CACTCCAGCTTGTCCTGTGA GAAAACAGATCCCCACTCCA




3.9. Analisis estadistico

Los resultados de los ensayos se compararon mediante analisis de varianza (ANOVA)
seguida de la prueba de Duncan. Las diferencias se consideraron significativas con P <
0,05.

4. RESULTADOS

4.1. Actividad parasiticida del suero y moco de rodaballos inmunizados

La actividad parasiticida del suero y moco se determind incubando diferentes
diluciones de suero (1/4, 1/6, 1/8, 1/12, 1/16, 1/24, 1/32 y 1/48) y moco (1/4) con los
ciliados y estimando la diluciéon que mata el 100% de los ciliados.

No se observaron diferencias significativas en la actividad parasiticida del suero entre
los diferentes grupos (Fig. 1).

50 - Actividad parasiticida en suero (24h)
40
30
c
N
é‘ E
=
20
10
0 T . - =
Control Vac 2,5 Vac5'
Grupos

Figura 1.- Actividad parasiticida del suero obtenidos de los peces control y vacunados (inmersidn
durante 2,5 min (Vac 2,5°) o durante 5 min (Vac 57). En el eje de ordenadas se indica la dilucion del suero
que mata el 100% de los ciliados.

La actividad parasiticida del moco se determiné incubando las muestras diluidas 1/4
con los ciliados, observandose que el moco de la mitad de los peces vacunados con Vac
5 mataba a todos los ciliados a esa concentracion, un efecto no observado en los
grupos control y Vac 2,5 (Tabla 2).
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Tabla 2.- Efecto de moco de rodaballos control y vacunados diluidos 1/4 sobre la viabilidad del parasito
P. dicentrarchi. El moco fue obtenido a las dos semanas tras la Ultima inmunizacién.

Muestra Control Vac 2,5 Vac5
1 > 25 > 25 T™?
2 > 25 2 T™?
3 > 25 > 25 > 25
4 > 25 > 25 T™M?
5 > 25 >25 >25
6 > 25 > 25 > 25
7 > 25 2 T™?
8 > 25 >25 > 25
9 > 25 > 25 > 25
10 > 25 > 25 T™M?

a TM (Todos muertos)

4.2. Nivel de anticuerpos especificos en suero y moco de rodaballos inmunizados

Se vacunaron los rodaballos a los dias 0 y 15. Para saber si la vacuna ha generado
produccion de inmunoglobulinas contra P. dicentrarchi hemos determinado los niveles
de IgM e IgT especificas en suero y moco mediante un ELISA a las dos semanas desde
la ultima inmunizacién.

No hubo diferencias significativas en los niveles séricos de IgM e IgT (Fig. 2) ni en los
niveles de IgM e IgT en moco (Fig. 3) entre los grupos control y vacunados.
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Figura 2.- Niveles de IgM e IgT especificas en suero, obtenidos mediante ELISA y medidos como
absorbancia, en sueros de rodaballos inmunizados con una vacuna administrada por inmersién
(antigeno + adyuvante). En la figura se muestran los valores medios + desviacion tipica obtenidos a las
dos semanas tras la administracidon de la segunda dosis.
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Figura 3.- Niveles de IgM e IgT especificas en moco, obtenidos mediante ELISA y medidos como
absorbancia, en muestras de moco de rodaballos inmunizados con una vacuna administrada por
inmersion (antigeno + adyuvante). En la figura se muestran los valores medios + desviacidn tipica
obtenidos a las dos semanas tras la administracion de la segunda dosis.



4.3. Expresion de inmunoglobulinas y otros genes relacionados con el sistema
inmunitario en rifion, branquia, piel e intestino de rodaballo tras la vacunacion

Para determinar la respuesta de estos genes frente a la vacunacién, se ha analizado la
expresion génica de inmunoglobulinas (Igs) y otros genes relacionados con el sistema
inmunitario mediante gPCR en rifidn, piel, branquia e intestino.

No se observaron diferencias significativas en la expresion de migmy sigm, ni tampoco
de igd en ninguno de los drganos estudiados (Figs. 4, 5 y 8). Por el contrario, si se ha
observado un incremento en la expresion de migt y sigt en las branquias de los peces
vacunados y una regulacién negativa en el rifidn (Figs. 6y 7).

Ademas, se han analizado otros genes relacionados con el sistema inmunitario como
mhcii (asociado a la presentacién de antigeno), tnfa, il16 e il8 (citocinas asociadas a
respuestas proinflamatorias), il4a e il4b (citocinas asociadas con la inmunidad
adaptativa, a respuestas Th2) e il12b (citocina asociada a respuestas Th1).

El grupo de peces vacunados mostré un aumento en la expresién de la citocina
proinflamatoria tnfa en branquia e intestino, sin embargo, esta se regula
negativamente en la piel (Fig. 9). Otra citocina proinflamatoria como es el caso de i/18
mostrdé una infraexpresion en la branquia (Fig. 11), esta disminucion en la expresién
también se ha observado en el gen asociado a la presentacion de antigeno mhcii
(Fig.10). En cambio, se observa una regulacién positiva de il8 en el rifidn (Fig. 12). Al
analizar la expresion de las citocinas asociadas con la inmunidad adaptativa no se
observaron diferencias significativas en la expresion de il4b en ninguno de los érganos
estudiados (Fig. 14). Por el contrario, il4a presentd un aumento de su expresién en las
branquias de peces vacunados (Fig. 13) y en el caso de il12b, relacionado con
respuestas Thl, se ha observado una regulacién positiva de su expresién en el rifidn
del grupo vacunado (Fig. 15).
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Figura 4.- Expresion normalizada del gen migm en varios 6rganos de rodaballo obtenida mediante qPCR.
La expresion se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras. Los
resultados se expresan como media * desviacién estandar.
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Figura 5.- Expresion normalizada del gen sigm en varios érganos de rodaballo obtenida mediante qPCR.
La expresion se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras. Los
resultados se expresan como media * desviacién estandar.
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Figura 6.- Expresion normalizada del gen migt en varios érganos de rodaballo obtenida mediante qPCR.
La expresion se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras. Los
resultados se expresan como media * desviacién estandar.
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Figura 7.- Expresiéon normalizada del gen sigt en varios érganos de rodaballo obtenida mediante gPCR.
La expresion se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras. Los
resultados se expresan como media + desviacién estandar.
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Figura 8.- Expresiéon normalizada del gen igd en varios érganos de rodaballo obtenida mediante qPCR.
La expresion se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras. Los
resultados se expresan como media + desviacidon estandar.
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Figura 9.- Expresion normalizada del gen tnfa en varios érganos de rodaballo obtenida mediante qPCR.
La expresion se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras. Los
resultados se expresan como media + desviacion estandar.
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Figura 10.- Expresién normalizada del gen mhcii en varios 6rganos de rodaballo obtenida mediante
gPCR. La expresidn se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras.
Los resultados se expresan como media + desviacidn estandar.
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Figura 11.- Expresion normalizada del gen il18 en varios 6rganos de rodaballo obtenida mediante gPCR.
La expresion se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras. Los
resultados se expresan como media + desviacion estandar.
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Figura 12.- Expresion normalizada del gen il8 en varios érganos de rodaballo obtenida mediante qPCR.
La expresion se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras. Los
resultados se expresan como media * desviacién estandar.
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Figura 13.- Expresion normalizada del gen il4a en varios 6rganos de rodaballo obtenida mediante qPCR.
La expresion se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras. Los
resultados se expresan como media + desviacién estandar.
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Figura 14.- Expresion normalizada del gen il4b en varios 6rganos de rodaballo obtenida mediante qPCR.
La expresion se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras. Los
resultados se expresan como media  desviacidn estandar.
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Figura 15.- Expresidn normalizada del gen il12b en varios 6rganos de rodaballo obtenida mediante
gPCR. La expresién se ha normalizado con respecto al gen eefla (gen control) en las mismas muestras.
Los resultados se expresan como media + desviacion estandar.
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5. DISCUSION

Condiciones intensivas como la acuicultura provocan un incremento en la mortalidad
asociada a infecciones, tanto por la elevada concentracion de peces en los tanques,
favoreciendo una elevada transmisiéon, como por el efecto del cultivo, a menudo
asociado a un aumento del estrés, lo que tiende a debilitar las respuestas inmunitarias.
En este sentido, la vacunacion puede ayudar a prevenir enfermedades y reducir las
pérdidas asociadas a enfermedades causadas por patégenos. Los teledsteos junto con
los peces cartilaginosos, son los primeros organismos vivos que presentan un sistema
inmunitario adquirido basado en la producciéon de inmunoglobulinas en células B y de
receptores de células T (Sunyer 2013). En este trabajo hemos analizado la respuesta
inmunitaria en rodaballo frente a una vacuna de inmersiéon con el parasito P.
dicentrarchi, centrandonos en la actividad parasiticida y el nivel de anticuerpos
especificos en suero y moco tras la vacunacién y evaluando la regulacion de la
expresion de inmunoglobulinas IgM, IgT e IgD y otros genes relacionados tanto con
respuestas innatas como adaptativas.

Los peces teledsteos presentan tres tipos de inmunoglobulinas: IgM, IgD e IgT. IgM e
IgD se han identificado en todos los teledsteos examinados, asi como en vertebrados
con mandibula (Parra et al. 2013) e IgT, que estd relacionada con la inmunidad de las
mucosas (Zhang et al. 2010). En la mayoria de las especies de teledsteos, la expresion
basal de IgM es dominante, seguida de IgT e IgD, que siempre resulté tener la
expresion mds baja (Tian et al. 2009). En este estudio hemos observado que el moco
del grupo vacunado presenta mayor actividad parasiticida frente al ciliado al ser el
Unico grupo que presenta todos los ciliados muertos a la misma dilucién, esto puede
deberse a la liberacion de inmunoglobulinas y complemento por lo que parece indicar
que hay una respuesta mucosa tras la inmunizacidon por inmersién. A la hora de
analizar el nivel de anticuerpos especificos, no se observaron diferencias significativas
en los niveles de IgM e IgT en el suero y en el moco de rodaballos inmunizados, una
respuesta que depende de la ruta de inmunizacion o del tiempo post-vacunacién
(Piazzon et al. 2016). Aun asi, se puede observar una respuesta escasa de IgT en suero
siendo mucho mayor los niveles de IgM vy los niveles de IgT en el moco intestinal. En
concordancia con estos resultados, estudios en peces teledsteos demostraron que el

moco posee una proporcion mucho mayor de I1gT/IgM que el suero (Yu et al. 2020).

Con la intencidon de evaluar los cambios en la expresién génica de genes relacionados
con las respuestas inmunitarias, hemos estudiado detalladamente mediante gPCR la
regulacion de su expresiéon. Nuestros resultados muestran que no existen diferencias
significativas en la expresion de migm, sigm e igd en ninguno de los 6rganos de
estudio; en cambio, se muestra una sobreexpresién de migt y sigt en las branquias del
grupo vacunado, lo que puede deberse a que haya un incremento en el nimero de
células B IgT* presentes en la branquia y evidenciando también una estimulacion de las
mucosas. Se ha demostrado que las células B IgT* se encuentran principalmente en el
revestimiento de las laminillas branquiales atribuyendo un papel clave de esta Ig en la
defensa mucosa contra patégenos (Olsen et al. 2011). Aungue no existen hasta el
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momento vacunas frente a pardsitos que se administren por inmersién, estudios
previos con bacterias demuestran que la vacunacién por inmersién tiende a
incrementar la inmunidad de las mucosas y confiere proteccion al inducir una
respuesta inmunitaria adaptativa. En un estudio en rodaballo mediante una
inmunizacién por inmersién con Vibrio anguillarum se ha demostrado una respuesta
mas potente de IgT en drganos locales como branquias, intestino y piel en
comparacién con la inmunizacion por inyeccién (Tang et al. 2018). De manera similar,
otros estudios también con bacterias pero en este caso realizados en trucha arcoiris,
detectaron una regulacion positiva de IgT en las branquias e intestino, sin embargo, no
se indujo una respuesta sistémica de IgM tras una vacuna de inmersidon con F.
psychrophilum (Makesh et al. 2015). Ademds, se observaron pocos cambios en la
expresion de igd, no obstante, se conoce poco sobre la funcién de la misma. Aunque
se ha demostrado en diversos trabajos que IgD se induce transcripcionalmente
durante infecciones de diferente etiologia, estudios recientes en trucha han
manifestado la ausencia de niveles especificos de IgD en el suero y en el moco en
respuesta a una infeccién parasitaria y bacteriana (Yu et al. 2019; Zhang et al. 2021).
Por lo tanto, todavia existe mucha variabilidad en los niveles de expresion de IgD y su
papel en la defensa todavia no esta claro.

El MHC (complejo mayor de histocompatibilidad) es un componente esencial en el
reconocimiento y presentaciéon de antigenos extrafios, concretamente las moléculas
MHC de clase Il (MHCII) son responsables de presentar el antigeno extracelular a
células T-CD4+ para activar y regular la respuesta inmunitaria (Monzoén-Argiello et al.
2014; Wilson 2017). En nuestros resultados, el gen mhcii se regula negativamente en
las branquias del grupo vacunado, esto puede deberse al movimiento celular. Estudios
demuestran un aumento significativo de su regulacién con niveles maximos poco
tiempo después de la inmersion en los tejidos de la mucosa (Leya et al 2021), del
mismo modo, en otro estudio tras una inmunizacidon por inmersion con Edwardsiella
tarda también se observd una rapida regulacion positiva del gen mhcii en branquias y
piel al poco tiempo de la vacunacion por inmersién (Du et al 2017).

En general, el nivel de expresién de las citocinas es bajo y presenta pocos cambios en
los érganos analizados, a excepcidon del gen tnfa o il4a. Esta baja expresion puede
deberse a que no sabemos el estado del pez o a que la cantidad de muestras puede
gue sea muy baja para determinar el nivel de citocinas. Entre las citocinas implicadas
en respuestas proinflamatorias estarian TNFa, IL-1B e IL-8. El factor de necrosis
tumoral a es una citocina multifuncional implicada en la inflamacidn, regulacion de la
apoptosis o en la homeostasis del sistema inmunitario entre otras funciones (Zhu et al.
2013). En nuestros resultados observamos una sobreexpresion del gen tnfa en
branquia e intestino y una regulacién negativa en la piel. La induccién de una
respuesta inflamatoria después de la inmunizacién juega un papel clave en la
activacion de las defensas del huésped; la baja regulacidn en la piel puede deberse a
que la piel presenta barreras mucho mas potentes para defenderse como la
produccion y eliminacién continua de moco para evitar la adherencia de patégenos o
sirviendo como vehiculo para varios factores inmunitarios que incluyen lisosomas,
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fosfatasas alcalinas, complemento, inmunoglobulinas o lectinas (Gomez et al. 2013).
Otras citocinas proinflamatorias como IL-1B, son de respuesta temprana y tienen un
papel importante en la regulacidon inmunitaria, como por ejemplo en la migracion de
leucocitos o en la mejora de actividades fagociticas de macréfagos (Hong et al 2003;
Zhu et al. 2013). En nuestros resultados se observa una regulacién negativa de il16 en
la branquia, otros estudios realizados para evaluar la respuesta inmune en trucha
arcoiris tras una vacuna de inmersién con F. psychrophilum observaron también que
il18 presentaba una regulacion negativa en las branquias el dia 2 post-vacunacién (pv),
en cambio, observaron un incremento de su regulacién en el rifidn a las 4h pv,
evidenciando la respuesta temprana de su activacién (Hoare et al 2017). IL-8 es una
citocina quimiotdctica que juega un papel clave en la movilizaciéon de neutrdfilos al
sitio de inflamacion (Havixbeck and Barreda 2015), en este estudio presenta un
aumento de su expresion en el rifidén. En relacion con lo que hemos observado, se sabe
que la captacion de Ag de la mucosa esta relacionada con la expresion de diferentes
citocinas proinflamatorias como IL-13, TNFa o IL-8 en el intestino (Munang’andu et al.
2015).

Cuando analizamos la expresion de citocinas relacionadas con respuestas Th durante la
vacunacién, nos encontramos que il12b se regula positivamente en rifidn. IL-12 induce
proteccion de tipo Thl y es fundamental en la defensa contra parasitos, virus y
bacterias intracelulares, estimula la secreciéon de IFNy para promover la inmunidad
mediada por células (@vergand et al. 2010), estudios han demostrado proteccion de
este tipo en la defensa contra patdgenos intracelulares (Wang et al. 2014). Las
citocinas asociadas con la inmunidad humoral (IL-4) son importantes para las
respuestas Th2, especialmente para la defensa contra parasitos (Takizawa et al. 2011).
Los peces teledsteos tienen dos genes de la familia IL-4, IL-4A e IL-4B, en nuestros
resultados no se observaron diferencias significativas en il4b, en cambio, il4a estd
regulada positivamente en las branquias, sugiriendo su participacion en la respuesta a
la estimulacion de las mucosas. De todas formas, seria necesario realizar
investigaciones detalladas para dilucidar el papel de las citocinas en la mejora del
rendimiento de la vacuna ya que presentan variabilidad de su funcion en diferentes
especies.
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6. CONCLUSIONES

En vista a los resultados obtenidos en este trabajo, se observé un efecto positivo sobre
la actividad parasiticida del moco de rodaballo inmunizado, y los andlisis detallados de
expresion génica mostraron el efecto de la vacunacién sobre todo a nivel de la
branquia y a nivel del intestino, destacando el papel de IgT y otros genes relacionados
con las respuestas inmunitarias. Por lo tanto, parece indicar que hay una estimulacion
de las mucosas mediante esta via de inmunizacion, por lo que seria interesante realizar
estudios posteriores para testar esta vacuna mediante una infeccidén experimental con
Philasterides dicentrarchi para determinar la proteccién que genera.
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